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Streszczenic: W pracy scharakleryzowano pojecic luminescencji ukladéw biologicznych
i przedstawiono probe jej klasyfikacji a takze omdwione idee pomiaru. Ponadte oméwiono infor-
macyjna rolg luminescencji i mozliwosci jej zastosowania w biologii, rolnictwie i ochronic
Srodowiska.
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POJECIE LUMINESCENCII

Luminescencja to zjawisko emisji promieniowania elektromagnetycznego
o natgzeniu wigkszym od promieniowania cieplnego w danej temperaturze
i o czasie trwania diuzszym od okresu drgan emitowanej fali swietinej. Lumines-
cencja nazywa si¢ takze promieniowanie emitowane w procesie luminescen-
cyjnym.

Luminescencja powstaje podczas przejsc promienistych, w trakcie ktérych
czasteczka wzbudzona (M*) traci energie, emitujac foton (hv). Przechodzi ona
wtedy do stanu podstawowego (M)

M’ > M+hy

gdzie; h - stala Plancka; v - czgstotliwosc fali
albo do nizszego stanu wzbudzonego

M*> M + hv,

i w kolejnej emisji do stanu podstawowego
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M* - M + hv,

Wzbudzenie czasteczek natomiast moze odbywac si¢ roznymi sposobami:
1) przez pochianianie energii

M +energia —» M’
2) przez wytworzenie czasteczki wzbudzonej podczas reakcji innych czasteczek
M, +M; > M’
3) przez przekazanie wzbudzenia (energii) migdzy czasteczkami
M| +M, > M, + M,

W uktadach wieloczasteczkowych i tak skomplikowanych jakimi sq ukiady
biologiczne, przekazywanie wzbudzenia moze odbywaé sig pomigdzy wieloma
czasteczkami jak i calymi kompleksami zwiazkéw chemicznych tworzacych
tkanki roslinne czy zwierzece.

KLASYFIKACJA SWIECEN BIOLOGICZNYCH

W badaniach promieniowania zywych organizméw moZna wyrdinié trzy
nurty [21, 22] (Rys.1):

| LumiNescencIa @) |

Iradln - L l foto - LI elektro - Ll termo - Ll

bio- L I ultrasiaba - L| / \

fotosyntetyczna niefotosyntetyczna

mitotyczna - L

biochemiluminescencja

Rys.1. Podzial luminescencji (L) ze wzglgdu na sposdb wzbudzenia.
Fig.1. Classification of luminescence with regard to the means of induction,
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a) Jeden dotyczy bioluminescencji, czyli spontanicznego $wiecenia dostrzegal-
nego wzrokiem, niektorych gatunkéw zwierzat i nizszych rodlin powstajacego
w  wyniku enzymatycznego utleniania w organizmach specyficznych
substancji (np. lucyferyna utleniana tlenem molekularnym w obecnosci
lucyferazy).

b) Drugi nurt dotyczy badarn ultrastabej luminescencji czyli spontanicznej emisji
o bardzo malym natgzeniu. Intensywno$é oraz inne parametry tej emisji
zmieniaja sie podczas podziatu i $mierci komérki stresu i choroby. Swiecenie
to powstaje m.in. w wyniku procesow zwiazanych z reakcjami utleniania
lipidéw bion biologicznych.

¢) Trzeci nurt dotyczy badan emisji indukowanych roznymi czynnikami fizyko-
chemicznymi. Nalezg do nich m.in. $wiatlo (FL - fluorescencja, OL - opdz-
niona luminescencja), promieniowanie jonizujace, pole elektryczne, czynniki
mechaniczne.

INFORMACYINA ROLA LUMINESCENCII

Ukfady do pomiardw luminescencji daja zwykle wyniki w postaci pewnej
liczby zliczen, ktéra jest proporcjonalna do ilosci emitowanych fotontéw, ata z
kolei do ilosci emitowanych czasteczek [9, 15,24]. Dzielac liczbe zliczen przez
czas pomiaru uzyskuje si¢ intensywno$¢ emisji a dzielac jeszcze przez pole
powierzchni (lub masg) badanego obiektu uzyskuje si¢ §wiecenie z jednostki
powierzchni (lub z jednostki masy).

Pomiary luminescencji mozna dokonywaé w funkcji nastepujacych
parametrow:

a) czasu pomiaru (procesu, reakcji)

(uzyskuje si¢ informacje o kinetyce procesow i stalych szybkosci, a przez
to o ilosci proceséw i szybkosci ich przebiegu)

b) czasu probkowania

(prawdopodobieiistwo rozkladu statystycznego emisji, zlozonos¢ procesu,
SpOjnosc czasowa)
¢) dlugosci fali
(widmo emisji, energetyka procesu)
d) napromieniowania UV, VIS
(fotoinhibicja, fotodestrukcja)
€} temperatury
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(energetyka reakcji, energia aktywacji, zdoInosci termoadaptacjne, termo-
odpornosé)
f) deficytu wody
(odpornosé na susze)
g) stezenia reagentow
(odpornosé na czynniki chemiczne - krzywe kalibracji)

UKLADY POMIAROWE
Ogdlny uklad detekeyjny

Uklad do pomiardow luminescencji (Rys.2) skiada si¢ z detektora, zasilaczy,
uktadéw wzmacniajacych, formujacych i zliczajacych sygnal. Detektorem w tych
ukladach bywa fotopowielacz lub fotodioda. Czuto$é spektralna fotodetektoréw
musi by¢ dobrana w zaleinosci od intensywnosci badanej luminescencji oraz
widma emisji. Najczulsze fotodetektory muszg byé do pomiaréw spontanicznej
ultrastabej biochemiluminescencji, ktorej natezenie jest o kilka rzedéw wielkosci
mniejsze od np. fluorescencji chlorofilu.

Uklad
i Uklad
. wzmacniajge butiny
Zasilacze : formuj ;;gyy zliczajgcy
sygnal sygnal

|
B

Detektor

Rys.2. Schemat blokowy ukladu do detekeji luminescenc;i.
Fig.2. Block diagram of the measuring system of the luminescence.

Detektor umieszczany jest w tzw. sondzie pomiarowej, ktéra znajduje si¢
w swiatloszczelnej kamerze pomiarowej (Rys.3, 4, 5, 6).
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Uklad do detekcji spontanicznej luminescencji

Oprécz wspomnianego ukiadu detekcyjnego (Rys.2) stanowisko pomiarowe
musi zawiera¢ swiatloszczelng kamerg, do ktorej wprowadza si¢ badany obiekt
biologiczny (fragmenty rosliny) oraz sondg¢ pomiarowa, w ktdrej znajduje sie
detektor luminescencji (Rys.3a). Jesli przedmiotem badan jest widmo emisji
wioweczas przed fotopowielaczem musi znaleZé sie monochromator (Rys.3b).

a) b}
Sonda
pomiarowa
Swiatloszczelna Monochromatar
| | kamera /

Rys. 3. Schemat blokowy ukladéw do badania spontanicznej luminescencji:

a} najprostszy uklad, b) uklad z monochrematorem.
Fig.3. Block diagram of the measuring systems of the spontancous luminescence
a) the most simple system, b) the system with menochromator.

Rzeczywiste rozwiazania techniczne ukladéw do badania spontanicznej
luminescencji przedstawiono w wielu pracach [10,11,21,23].

Uklad do pomiaru indukowanej luminescencji

Uklad do pomiaru indukowanej luminescencji jest podobny do ukfadu pomia-
rowego do spontanicznej luminescencji z ta rdéZnica, Ze musi zawieraé jeszcze
Zrédlo wzbudzajace dany rodzaj luminescencji. Jesli badacza nie interesuje
widmo luminescencji wystarczy w kamerze odpowiedni filtr zabezpieczajacy
fotodetektor (Rys.4a), natomiast do pomiaréw widma niezbedne jest zastoso-
wanie monochromatora (Rys.4b).
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Rys.4. Schemat blokowy ukladéw do pomiaru indukowanej luminescencji:
a) uklad najprostszy, b uklad z monochromatorem.

Fig.4. Block diagram of the measuring systems of the induction luminescence:
a) the most simple system, b) the system with monachromator.

Uklad do badania fotoindukowanej luminescencji (fotoluminescencji)

Sposréd réznego rodzaju indukowanych luminescencji z ukladéw biolo-
gicznych najwigkszy rozwoj i zastosowanie znalazly pomiary fotoluminescencji
(fluorescencja i opdzniona luminescencja). Stanowisko pomiarowe musi by¢
wigc zaopatrzone w Zrodlo swiatla, ktore bedzie wzbudzalo fotoluminescencje.

Uklad do pomiaru fluorescencyi

Pomiary fluorescencji (Rys.5) mozna wykonywaé na obiektach adoptowa-
nych do ciemnosci (przed pomiarem) wéwczas rejestruje si¢ tzw. indukcje
fluorescencji, natomiast jeZeli badane obiekty przed pomiarem sg o$wietlane

woweczas rejestruje sig tzw. fluorescencije stacjonarna.

Rozne rozwiazania techniczne przedstawionej idei pomiardw fluorescenciji

omawiano w wielu pracach [6,8,14,16,20].
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Rys.5. Schemat blokowy ukladéw do pomiaru fluorescencji: a) najprostszy uklad, b) uklad z mono-
chromatorami umozliwiajacy badanie zardwno widma emisji, jak i widma wzbudzenia.

Fig.5. Block diagram of the measuring systems of the fluorescence: a) the most simple system,
b) the system with monochromators piving possibility of emission spectrum as well as
photoactivation spectrum investipation.

Uklad do pomiaru opdzZnionef luminescencji

Aby rejestrowac opdzniona luminescencje nalezy w kamerze zamontowac
odpowiednie przestony umozliwiajace zaslonigcie fotodetektora podczas wzbu-
dzenia i zaslonigcie zrodla wzbudzajacego podczas pomiaru (Rys.6). W przypad-
ku badania widma emisji czy widma wzbudzenia nalezy zastosowac jeszcze
odpowiednie monochromatory przed fotodetektorem i1 pomiedzy Zrédlem
wzbudzenia a obiektem badanym.

Roznorodnosc rozwigzan technicznych przedstawionej zasady pomiaru
opo6znionej luminescenc)i prezentowano w wielu pracach [3,4,8,17,18,19].

1) b}

Rys.6. Schemat blokowy uktadu do badania opdéZnionej luminescencji:
a) fotowzbudzenie, b) pomiar.

Fig.6. Block diagram of the measuring system of the delayed luminescence:
a) photoactivation, b) detection.
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ZASTOSOWANIE LUMINESCENCJ)] W BIOLOGII, ROLNICTWIE
I OCHRONIE SRODOWISKA

Sposréd metod luminescencyjnych najwigcej zastosowan znalazly pomiary
ultrastabej i fotoindukowanej luminescencji.

Ultrastaba biochemiluminescencja (UBCL) moze by¢ uwazana za wskaznik
biohomeostazy. UBCL daje informacje nt. sprawnosci bioenergetyki oraz nie-
wydolnosci mechanizméw ochronnych przed rodnikowymi reakcjami utieniania
a takze posrednio informacje o stanie blon biologicznych zaréwno roslinnych, jak
i zwierzgcych.

Pomiary UBCL sg stosowane w badaniach zdolnosci kietkowania zarodnikéw
grzybow i nasion roslin uprawnych [10], wytrzymalosci systemu korzeniowego
na zasolenie i susze glebowa, odpornosci roslin na infekcjg grzybowa, wirusowa
czy bakteryjng. Ponadto UBCL stosowano do oceny uszkodzen mechanicznych
ziarna [23] oraz do badania wplywu przemrazania i rozmrazania lidci na stan blon
komérkowych [11].

Fotoluminescencja (fluorescencja, opézniona luminescencja) chlorofilu zy-
wych fragmentow roslin moze by¢ traktowana jako wskaznik sprawnosci aparatu
fotosyntetycznego, a w szczegdlnosei sprawnosci transportu elektronowego w po-
czatkowych reakcjach fotosyntezy. Fotoluminescencja posrednio informuje
o stanie blon tylakoidalnych. Pomiary indukcji fluorescencji daja informacje
o stanie ro$lin podczas uruchamiania fotofizycznych reakcji fotosyntezy a pomia-
ry OL podczas jej trwania.

Pomiary fluorescsencji i opéZnionej luminescencji sluza do badania poczat-
kowych reakcji fotosyntezy i wplywu na nie réznych czynnikéw fizyko-
chemicznych takich jak: ekstremalna temperatura, susza, herbicydy, zasolenie,
silne napromieniowanie UV oraz VIS, retardanty wzrostu, deficyt nadmiar
skladnikéw mineralnych, metale cigzkie, ozon, obnizone i podwyzszone st¢Zenie
C0O, [1,2,5,7,12,13,14,18,20].
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Summary: The luminescence of biological systems and the trial of their classification are

shown in this work. There are also shown the methods of luminescence measurements, What is

more informative role and possibility of using in biological, agriculure and environment protection

are disscused.
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